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Mytilus　ABRMのcatch機構に関する．研究
ABRMの収縮ならびにcatchに対するNaの影響
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On　the　Mechanism　of　Catch　in　Anterior　Byssus．　Re．tractor
　　　　　　　　　　　　　　　Muscle（ABRM）of　Mytilus
　　　－E仔ect　of　Na＋on　Contract三〇n　and　Catch　of　ABRM一
　　　　　　　　Takao　HASUMI　and　Isao　KOSAKA
Dゆα吻多醐げ搬ッ5∫・Z・gy（5β6彦∫07Z　1），5α勿・7り．Mθ砒α♂C・砺9θ
　　　　　　　　　　　　　　　（Cんかげ：乃切r．T．翫9αの
　　　The　eHect　Qf　external　Na＋removal　on　ACh　contracture　and　ca．tch　tensiQn　in　intact　ABRM　and　on
the　cQntraction　and　relaxation　in　chemically　skinned　ABRM，　prep役red　by　the　treatment　with　EDTA，　of
ハ憂吻Z㍑5was　studied，　and　the　fQllowing　results　were　obtained．
　　　1）Contracture　tension　induced　by　ACh　reduced　with　time　when　all　the　extema工Na＋was　re皿oved
by　the　replacement　with　isosmotic　suc．rose，　and　was　abolished　within　about　60　sec。　Even　in　the　case　in
which　Na＋removal　and　the　application　of　ACh　was　carried　out　simuItaneously，　the　contracture　tension
was　reduced　by　about　30％．
　　　2）On　the　ot．her　hand，　the　catch　tεnsion　after　ACh．　contracture　commenced　to　be　released　15～90　se．c
after　the　Na＋remova1，　and　was　completely　r61eased　after　3～4　min．
　　　3）Cheinically　skinned　ABRM　developed　tension　when　it　was　immersed　in　high（10－5　M＞Ga2＋solution
and　relaxed　in　lo．w（10　9　M）Ca2＋solution　co．ntain．ing．5　mM　ATP，5mM　MgC12　and　1250r　250　mM　KCL
The　tension　in　high　Ca2＋solution　was　reduced　when　KCI　was　increased　to　450　mM．
　　　4）The　rate　of　relaxation　in　low　Ca2＋solutioll　decreased　with　the　period　of　the　preceding　immersion
in　high　Ca2＋solution，　and　when　the　immersion　period　was　12～15　min，　the　rate　decre．ase．d　to　2／3～1／2　times
that　in　the　case　where　the　immersion　period　was　3～5　min．
　　　5）No　di鉦erence　betwee且the　e仔ect　of　1250r　250　mM　KCI　ahd　of　isosmotic　NaCl　on　the　contraction
and　the　relaxation　iII　high　and　low　Ca2＋sQlution　was　observed．
　　　6）The　rate　of　relaxation　under　these　con．ditions　was　not　altered　in　most　cases　by　10－4　M　5－HT，　but
increased　wh．en　O．5　mM　theophylline　was　added　to　5－HT．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　19，1978　and　accepted　June　6，1978）
1　緒 論
　．先に小坂ら1）はイガイの前収束筋（ABRM）における
ACh拘縮に伴なうcatchは，人工海水のNaをすべて
sucroseまたはcholine－C1に置換．して除去すると解除さ
れること，同様の現．象はcaHeine拘．縮に伴なうcatchに
ついても認められることを報告した．また，彼らはこれら
の事実は従来ABRMのK拘縮はcatchを伴なわない
phasicなものとされていた事実2，3）に対し，その理由の一
つにNa除去の作用が関与する可能性を考えている・
　従来，intact　ABRMにおけるcatchは5－HTによっ
て解除される一方，グリセリン処理筋の弛緩は5－HTによ
って促進されないとされていた4）が，最近，Marchand－
Dumont　and　Baguet5）はchemically　skinned　ABRM
においてはその弛緩が5－HTや。－AMPによって促進さ
れることを報告している．
　日報ではcatchに．対するNa除去作．用の機構を明らかに
するために，intactおよびchemically　skinned　ABRM
の収縮ならびに弛緩に対するNaの影響について検討した
成績を述べる・
Abbreviations；ACh，　acetylcholi血e．　c－AMP，　cyclic　AMP．　EDTA，　ethylenediamine　tetraacetic　ac：id、
　　　EGTA，　ethylene　glycol　bis（β一a皿inoethyl　ether）一N，　Nノーtetraacetic　acid．5－HT，5－hydroxytryptamine．
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2材料および方法
2・1　材料および標本の作製
　北海道の古平あるいは忍路の海岸で採集されたイガイ
（ハ4y認郡‘o陥5傭5　Go既♂4＞あるいはムラサキイガイ
（2吻観％5θぬ傭L．）の短長3～5cmのものが用いられた・
ABRMの分離は城ら6＞の方法に準じて行なわれた．筋を
殻から剥離した後，双眼顕微鏡下で直径約100～200μmの
三和に分けて両端をそれぞれガラスフックおよびストレイ
ンゲージ（日本光電工業製，SB－1　T－H）のレバーに接着剤
アロンアルファ（東亜合成化学工業素心）で接着した．
2・2　機械的応答の記録
　機械的応答はABRMの面喰に予め人工海水中で0．5～
1gの張力を加えて平衡させた後，上記のストレインゲー
ジを用いてインク書きオッシログラフ（日本光電工業製，
WI－130）上に記録された．
2・3溶　液
　正常人工海水の組成は450mM　NaC1，9．4mM　KCI，
51mM　MgSO4，10　mM　CaC12および20　mM　Tris・HC1
で，pHは7．1～7．2に調製された．　K一人工海水としては正
常人工海水のNaClを同濃度のKCIで置換したものを用
いた．chemically　skie且ed　ABRMに関する実験に用い
られた反応溶液は，すべて5mM　ATP，5mM　MgC12を
含み，pHは201nM　imidazole－HC1あるいは20　mM
Tris－HCI　bufferにより7．0に調製され，またイオン強度
はKCIあるいはNaC1を用い，それらの濃度を変えるこ
とにより約0．16，0．28および0．48に調製された．free　Ca
レベルはCa－EGTAの結合恒数をJewe11　and　R廿eg97）
に従い，pH　7．0における値4．6x106を用いて調製され，実
験には低濃度free　Caとして10－g　M，高濃度free　Caと
して10－5Mの溶液が用いられた．
　用いた実験液槽はintact　ABRMに関する実験，およ
びchemically　skinned　ABRMに関する実験において，
それぞれ小坂ら1）および小坂と太田8）のそれに準じた．
2・4chemically　shnned　ABRMの作製
　chemically　skinned　ABRMを得るためにBaguet　and
Marchand－Dulnont9）の方法に準じ，2・1の項で述べたよ
うにフックとストレインゲージに接着され平衡されたin－
tact　ABRMを，250　mM　KC1，5mM　EDTAおよび20
mM　imidazole－HC1あるいは20　mM　Tris－HCI（pH　7．0）
を含む溶液（EDTA溶液）で10分間処理した．次いで，
上述の低濃度free　Caを含む反応液に2～3分間浸潰した
後，実験を開始した．
　実験はすべて室温下122～25。C）で行なわれた．
　用いた試薬はすべて市販特級製品であった．
3実験成績
　以下の成績はすべて数回の繰返し実験により再現性の認
められたものの代表例である．
3・1ABRMのACh拘縮およびca亡chに
　　対するNa除法の影響
　Fig．1に示されるように，　ACh拘縮のpeak　tension
は人工海水のNaClを等張のsucroseに置換しNaを除
去する時間に依存して減少し約60秒後にほぼ完全に抑制
された．Naの除去とAChの添加を同時に行なった場合
でも，約30％のpeak　tensionの抑制が認められた（Figs，
1，2c）．このNa除去によりACh拘縮が抑制される事実
はHidaka　and　Gotolo）および小坂ら1）の報告と一致する．
他方，ACh拘縮に伴なうcatchがNa除去により解除さ
れ始めるまでに15～90秒を要し，完全に解除されるまでに
3～4分を要した（Fig．2）。これらの事実はNa除去により
catchの解除が起こるまでの時間は，　ACh拘縮そのものの
抑制の起こるまでの時間より長いことを示す．
　Fig．2に示されるように，　Na除去とAChの添加を同
時に行なった場合（Fig．2c，第1の矢印）のACh拘縮は
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Fig．1　1nhibition　of　ACh　contracture　tension　by
　　extemal　N ＋removal　as　a　function　of　the　time
　　of　the　treatment　of　Na＋removal　in　intact　ABRM．
　　The　tensions　were　plotted　as　relative　tension　of
　　ACh　contracture　tension　in　nQrmal　arti丘cial　sea
　　water　which　was　taken　as　1．0．　ACh　contracture
　　tension　which　was　induced　by　simultaneous　ap－
　　plication　of　ACh　and　removal　of　Na＋was　plotted
　　on　O　sec．　Na＋removal　was　carried　out　by　re－
　　placement　of　all　NaCI　in　arti丘cial　sea　water　with
　　isosmotic　sucrose．　Each　symbol　indicates　the
　　tension　obtained　from　the　same丘ber　bundle．
　　ACh，1mM．
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約90秒間一定のtensionを維持した後記緩し始め，他方
Naを含まない460　mM　KC1によるK拘縮の場合は亡en－
sionがpe．akに達した後10数秒で弛緩し始めた（Fig．2a）．
この事実は小坂ら1）も指摘しているように，K拘縮が
phasicであることはNa除去の結果だけでなく，catch解
除にKによる脱分極作用も関与しているであろうことを
示唆する．
3・2Che血ically　skinned　ABRMの収縮および弛緩
　3・2・1EDTA処理による収縮およびCa収縮
　　ABRMの細束をEDTA溶液に浸漬する．と10数秒で
最大値に達するtensionが発生し，数分で完全に弛緩し
た（Fig．3a）．この成績は最大tensionに達するまでに約
2分を要し，ほぼ完全に弛緩するまで約10分を要するとい
うMarchand－Dumont　and　Baguet5）の．報告とやや異な
る．EDTA溶液に10．分間浸漬した細束を10－gMfree　Ca
（pCa　9）およびイオン強．度0．155あるいは0．28の反応液に
3分間浸漬した後10－5Mfree　C鎖pCa　5）の反応液に浸
漬すると収縮が惹起され（Ca収縮），約3分でほぼその最
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Hg．3　Contr．actile　response　of　a　fresh　ABRM　in
　　　response　to　EDTA　solutiQn　and　contraction　and
　　　relaxation　of　the　EDTA　treated　fiber　bundles　by
　　　successive　application　of　high　and　low　free　Ca2＋
　　　solutions．　a，　EDTA．solution　containing　5　mM
　　　EDTA　and　250　mM　KCI　was　applied　at　arrow．
　　　b，At　first　arrow，　EDTA　treated　fiber　bundle　in
　　　low　Ca2＋solution（10－9M）at　ionic　strength　O．155
　　　was　imm．ersed　in　high　Ca2＋solution（10－5　M），
　　　and　at　second　arrow，　ionic　strength　was　changed
　　　into　O．28．　At　third　arrow．　fiber　bundle　was　im－
　　　mersed　in　low　Ca2＋solution　at　ionic　strength．
　　　0．．28．c，　EDTA　treated丘ber　bundle　in　IQw　Ca2÷
　　　solution　at　ioni．c　strength　O28　was　immersed　in
　　　high　Ca2＋solution，　and　at　secQnd　arrow，　ionic
　　　strength　was　changed　into　O．155．　At　third　arrow，
　　　丘ber　bundle　wa．s　irnmersed　in　low　Ca2＋solution
　　　at　ionic　strength　O．155．　Ion．ic　st．rength　was　ad－
　　　justed　With　KC．1．　Data　in　a，　b　and　c　were　ob－
　　　tained　from　three　diflerent五ber　bundles．
Fig．2　E鉦ect　of　extern．al　Na＋femoval　on　ACh
　　　contracture　and　catch　tension　of　intact　ABRM．
　　　a，Potass．iuロ1　contracture．　K＋，460　mM．　b，　ACh
　　　was　appl．ied　at丘rst　arrow　and　ACh　was　washed
　　　out　at　second　arrow．　Third　arrow　indicates　the
　　　removal　of　Na＋．　c，　At五rst　arrQw，　ACh　was
　　　母pplied　and　simultaneously　Na＋was　remo＞ed，
　　　At　second　arrow，丘ber　bundle　was　immersed　i．n．
　　　normal　artificial　sea　water，　and　at　third　arrow
　　　Na＋was　removed　again．　Na＋removal　was　carried
　　　out　by　replacement　of　all　NaCl　in　artificial　sea
　　　water　with　isos血Qtic　sucrose．　ACh，1mM．
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Hg。4・　E．ffect　of　ionic　strength　on　the　contraction
　　　of　an　EDTA　treated　fiber　bundle．　At丘rst　arrGw，
　　　fiber　bundle　was　imnlersed　in　high　Ca2＋solutio11
　　　（10－5M）at　iQnic．strength　O．48，　and　at　seco．nd
　　　arrow，　ionic　strength　was　changed　into　O．155．　At
　　　third　arrow，　ionic　strength　was　changed　into　O．48．，
　　　and　at　fourth　arrow，　changed　into．0ユ55．　Ionic
　　　strength　was　adjusted　with　KCI．
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a
大tensionに達した．次いでpCaを9にすると弛緩し，
そのhalf－relaxation　timeは1～2分であった（Figs．3，
5）．この成績はMarchand－Dumont　and　Baguet5）の成
績とほぼ一致する．Fig．4に示すようにこのCa収縮はイ
オン強度に依存し，イオン強度0．48ではCa収縮は抑制さ
れた．この成績はウサギ腰筋およびカエル縫工筋のグリセ
リン処理筋のATP収縮がKCI濃度の増加に伴ない発
生張力を減ずるという太田ら11）の報告と定性的に同様で
ある．
　3・2・2Ca収縮に対するNaの影響
　Fig．5に示すようにpCa　5の反応液による収縮とpCa　9
のそれによる弛緩は反応液のKCIをNaClに置換し
てもほとんど変化しなかった．　Baguet　and　Marchand－
Dumontg）によれば，イオン強度0．28，　pH　7．0の条件下
でCa　activation後に起こるcatch　stateは5～10分後
に完全となりCa濃度を10－9　Mにしても弛緩は起こりに
くいという．Fig．6はpCa　5の反応液によるCa収縮と，
これを12～15分持続させcatch　stateが十分であると思
われる時点でpCaを9にした場合の弛緩に対するKCIと
NaClの影響を示す．これより明らかなように，この条件
下の弛緩rateは収縮の持続時間が3～5分の場合のそれ
（Figs．3，5）の約2／3～1／2に減ずるが，　KCIとNaC1環境
下のいずれにおいても収縮ならびに弛緩の様相は同様であ
った．
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Fig．5　EfEect　of　Na＋on　contraction　and　relaxation
　　and　effect　of　5－HT　on　relaxation　of　an　EDTA
　　treated丘ber　bundle．　a，　At　first　arrow，　fiber　bun－
　　dle　was　immersed　in　high　Ca2＋solution（10一5　M）
　　at　ionic　strength　O．155，　alld　at　second　arrow，　fiber
　　bundle　was　immersed　in　low　Ca2＋solution（10－9
　　M）and　then　5－HT（10－4　M）was　applied　at　third
　　arrow．　Ionic　strength　was　adjusted　with　KC1．
　　b，The　same　cycle　as　in　a　was　carried　out　except
　　for　adjustment　of　ionic　strength　with　NaC1．
　3・2・3Ca収縮の弛緩に対する5－HTの影響
　反応仁のpCaを5にしたときの収縮を3～5分あるいは
12～15分持続させた後pCaを9にすると上述のように弛
緩するが，この弛緩rateは前者では少数例を除き多くの
場合10－4Mの5－HTを加えても変化せず（Fig．5），後者
　　の場合にはすべての例において変化は認められなかった
（Fig．6a，　b）。この点はMarchand－Dumont　and　Baguet5）
の成績と異なる．後者の場合10　4M5－HTと，さらに0．5
b
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Fig．6　E任ect　of　Na＋on　contraction　and　relaxation
　　and　efEect　of　5－HT　on　relaxation　of　the　EDTA
　　treated丘ber　bundles．　a，　At　first　arrow，　fiber　bun－
　　dle　was　immersed　in　hlgh　Ca2＋sQlution（10－5M），
　　and　at　second　arrow，　fiber　bundle　was　immersed
　　in　low　Ca2＋solution（10－9M）and　then　5－HT（10－4
　　M）was　applied　at　third　arrow．　Ionic　strength
　　was　adjusted　to　O．28　with　KCI．　b，　The　same　cycle
　　as　in　a　was　carried　Qut　except　for　adjustment　of
　　ionic　strength　with　NaCl．　c，　The　same　cycle　as
　　in　b　was　carried　out　except　for　the　application
　　of　theophylline（0．5　mM）in　addition　to　5－HT
　　（10－4M）at　third　arrow．　Data　in　a，　b　and　c　were
　　obtained　fronユdifEerent丘ber　bundles．
mMのtheophyllineを加えると弛緩rateの増加が認め
られた（Fig．6c）．
4　考　　察
　我々の成績において，intact　ABRMにおけるNa除去
によるcatchの解除が起こるまでの時間が，　ACh拘縮そ
のものの抑制の起こるまでの時間より長いことが明らかに
された（Figs．1，2）．これらの事実から，　Na除去による
catchの解除は，　Na除去によって膜のAChによるslow
depolarizationが抑制されること10）あるいはACh拘縮
そのものが抑制される事実Llo＞と無関係な，しかもこれら
より緩徐に進行する変化が膜において起こる結果か，ある
いは小坂ら1＞が考えたように，細胞内Na濃度の減少が直
接catch機構に影響を及ぼした結果であると考えられる・
これらのことはNa除去によるcatchの解除はAChを
洗い去った後でも認められる事実（Fig．2）からも示唆され
る，これらの可能性を検討するために我々はchemically
skinned飴erを用いた・
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　Baguet　and　Marchand－Dumontg）に従えばchemically
sklnned　ABRMにおけるCa収縮後の低濃度Ca溶液に
よる弛緩のrateの減少がcatch　stateを意味すると考え
られる．従って，KCI環境下でもNaC1環境下でもこの
弛緩rateがほとんど変わらないという我々の成績（Figs．
5，6）は細胞内Naの有無がcatchと無関係であることを
示唆し，上述のintact　ABRMにおける外液Na除去に
よるcatchの解除は細胞内Naの減少と直接関係がある
かも知れないという可能性を除外する・
　Marchand－Dumont　and　Baguet5）はABRMのchem－
ically　skinlled飾erにおけるcatchが5－HTにより解
除され，それが。－AMPによっても起こることから，5－HT
のcatch解除作用は。－AMPを介して起こると結論して
いる．我々の成績（Figs．5，6）において，5－HTによるCa
収縮の弛緩のrateの増加は多くの場合認められなかった
が，少数例では認められ，また。－AMPを分解するpho－
sphodiesteraseのinhibitorであるtheophylline12）と
5－HTの共存下にCa収縮の弛緩が促進された事実（Fig．
6c＞はMarchand－Dum。nt　and　Baguet5）の考えを支持
するかもしれない．しかし蓮見の予備的実験成績（未発表）
によればintact　ABRMにおけるcatchあるいは5－HT
によるcatch解除に対して10－5～10－3　Mのdibutyryl
c－AMP（DB　c－AMP）は全く影響を与えない．この成績は
DB　c－AMPがいくつかの標本におけるcatchを解除する
というCole　and　Twarog13）の報告と異なり，また，上述
のMarchand－Dumont　and　Baguet5）の考えにも反する．
しかし，これらの点については，さらにDB　c－AMPの膜
透過性を考慮してphospholipase処理ABRMなどに対
するDB　c－AMPの作用について検討する必要があろう．
　また，theophyllineと同様にphosphodiesteraseの
inhibitQrであるとされるcaf［eineによる拘縮がcatchを
伴なうという事実1）も，Marchand－Dumont　and　Baguet5）
の立場や本実験成績（Fig．6c）と矛盾する．しかし，　c・AMP
作用と関連するtheophyUineや。誼eine濃度は，拘縮
の閾濃度以下であることを考えると，この論議については
ca妊eine濃度を考慮すべきであるかもしれない．
　以上より，Na除去によるACh拘縮に伴なうcatchの
解除の機序として，細胞膜レベルにおけるNa除去作用が
可能性として残る．しかし，caf［eine拘縮に伴なうcatch
もまたNa除去により解除される1）こと，このcafEeine拘縮
を起こすcafEeineの作用部位として細胞内Ca　store14・15）
が考えられていること，また，ABRMに残存するtrypt－
aminergic　nerve　ending16）から，条件によっては5－HT
が遊離される17）ことなどから，Na除去の細胞内Ca　store
あるいはtryptaminergic　nerve　endingに対する作用も
考慮しておく必要があると思われる．
5要　　約
　Mytilus　ABRMの収縮ならびにcatchに対するNaの
影響をintact　ABRMおよびEDTA処理によるchem－
ically　skinned　ABRMについて検討し，以下の成績を
得た．
　1）ACh拘縮のpeak　tensionは，人工海水のNaC1
をすべて等張のsucroseに置換してNaを除去する時間
に依存して減少し，60秒後にほぼ完全に抑制された．Na
除去とAChの添加を同時に行なった場合でもACh拘縮
のpeak　tensionは約30％抑制された．
　2）これに対してACh拘縮に伴なうcatchはNaの
除去により，15～90秒後に解除され始め，3～4分後に完全
に解除された．
　3）5mM　EDTAおよび250　mM　KCIを含む溶液で
ABRMのthin　bundleを処理して得られたchemically
skinned　ABRMは51nM　ATP，5mM　MgC12および
125あるいは250mM　KCIを含む溶液中でpCaを5にす
ると収縮し，pCaを9にすると弛緩した．この収縮はKC1
を4 0mMに増すと抑制された・
　4）このCa収縮において，　pCaを9にしたとぎの弛緩
のrateは収縮の持続時間に依存し，それが12～15分野場
合には3～5分の場合の2／3～1／2に減じた，
　5）この収縮ならびに弛緩に対し，125あるいは250
mM　KC1と同濃度のNaClの間には作用上何らの差が認
められなかった．
　6）これらの条件下の弛緩は10一婆M5－HTにより多く
の場合変化しなかったが，これに0．5mM　theophylline
を加えると弛緩が促進された・
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